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worin X Thr oder OH und Y Asp oder Asn foedeuten, ein 
Verfahren zu seiner Kerstellung und dieses enthaltende 
phamnazeutische Zubemtungen. 
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Die neuen Verbindungen besitzen mit Ausnahme einer gering- 
fugigen Veranderung die Aminosauresequenz des Humaninsu- 
lins. 

5 Insuline mit fehlendem B1 -Phenylalanin sind bereits be- 

B1 

kannt, jedoch ist das Des -Phenylalanin-humaninsulin (des 
Phe -human insulin) bisher noch nicht beschrieben worden. 

Naohdem nunmehr Humaninsulin als Ausgangsprodukt fur Ver- 
10 suohszwecke auf mehreren Wegen hergestellt werden kann, war 
es erstmals moglich, die vorteilhaf ten Eigenschaften von 
Des-Phe®^-humaninsulin (Formel I mit X = Thr, Y = Asn) zu 
erkennen . 

15 Bei den erfindungsgemaBen Verbindungen mit X = Thr ist ganz 
allgemein die LSslichkeit gegenuber den Verbindungen, die 

Bl 

noch Phe enthalten, betrachtlich erhoht, so daB hochkon- 
zentrierte Losungen hergestellt werden konnen wie sie fur 
Insulinpumpen benotigt werden. 

20 

Daruberhinaus besitzen diese Verbindungen Vorzuge auf immu- 
nologischem Gebiet insofern, als sie in geringerem Mafie die 
Bildung von Antikorpern hervorrufen. Bei der Langzeitbe- 
handlung mit Insulinen spielt bekanntlich die Erzeugung von 
25 Antikorpern eine kritische Rolle, die sogar durch homologes 
Insulin induziert werden kann. So ist z.B. beobachtet wor- 
den, daB auch Humaninsulin beim Menschen Antikorper zu er- 
zeugen vermag. 

30 Ein empf indliches Testraodell fur die Erzeugung von Antikor- 
pern ist die Ziege, die in Anwesenheit von Freund'schero 
Adjuvans gegen Schweineinsulin und gegen Humaninsulin sehr 
rasch Antikorper bildet. Nach Diabetes 2T_ (1978), Seite 

1^, Abb. U ist die Bindekapazitat von Antikorpern gegen 
Bl 

35 das heterologe Des-Phe -insulin vom Schwein niedriger und 
die Antikorperbildung erfolgt langsamer als beim unveran- 
derten Schweineinsulin Oder selbst beim homologen Schafin- 
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sulin. Die erfindungsgemaBen Verbindungen, vor allem die 
mit X = OH, bewirken in diesem Testmodell eine weiter ver- 
langsamte Antikorperbildung und die Bindekapazitat gegen- 
uber der von Des-Phe®^ -insulin vom Schwein wird nochmals um 
5 15 56 verringert. 

Shnlich wie Humaninsulin zeigen auch die erf indungsgemafien 
Verbindungen bei der Behandlung des Menschen gegenuber dem 
Schweineinsulin den Vorteil einer besseren Glucosetoleranz. 
10 Diese Eigenschaft wird of fensichtlich durch die Abspaltung 
von Phe®^ nicht verandert. 

Daruberhinaus verfugt insbesondere das Des-Phe®^ -Humanin- 
sulin (I mit X = Thr) uber eine rasch einsetzende und lange 
15 anhaltende Wirkung. 

Spaltet man zusatzlich zu Phe aus dem Humaninsulin noch 
Thr®^° (I mit X = OH) enzymatisch ab, so bleiben alle ge- 
nannten vorteilhaften Eigenschaf ten des Des-Phe^^-human- 

20 insulins erhalten. Dasselbe gilt fur die Verbindung, die 
anstelle von Asn*^^ mit Asp^^^ eine zusatzliche Carboxyl- 
gruppe tragt (I mit X = OH, Y = Asp). In diesem Fall tritt 
sogar eine weitere Erhohung der Loslichkeit ein, die vor 
allem im neutralen und schwach alkalischen Bereich sichtbar 

25 wird. 

Der besondere bkonomische Vorteil der Verbindungen I mit 
X = OH liegt darin, dafi bei der Herstellung nicht das zur 
Zeit noch immer sehr schwer zugangliche Humaninsulin ein- 
30 gesetzt werden mufi, sondern Schweineinsulin verwendet wer- 
den kann. Schweineinsulin unterscheidet sich von Humanin- 
sulin nur in der Aminosaure B^° (Ala statt Thr) und wird 
nach Abspalten dieser Aminosaure mit Des-Thr^^^-humaninsu- 
lin identisch. 

3^ B^O 

Die Abspaltung von Ala aus Schweineinsulin ist schon in 

der US-Patentschrift 3,364,116 beschrieben worden. Des- 

Ala^^*^-Schweineinsulin unterscheidet sich aber hinsichtlich 

seiner immunologischen Eigenschaften^ur wenig von Schwei- 
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neinsulin. Dagegen lost die zusatzliche Entfernung von 
Phe^^ strukturelle Veranderungen im Insulinmolekiil aus, die 
fur die vorteilhaf ten biologischen Eigenschaften verant- 
wortlich sind. 

5 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Her- 
stellung der Insuline der Formel I. Dieses ist daduroh ge- 
kennzeichnet , daB man 

a) Huraaninsulin 

10 Desamido^^ ^-Huraaninsulin 

Des-Thr -Humaninsulin 
Desamido^^ ^ -des-Thr^^°-Huraaninsulin 
Des-Ala^^°-Schweineinsulin Oder 
Desamido^^ ^ -des-Ala^^^-Sehweineinsulin 
15 in die N'^-'^^-N ^^^^-Bis-Boc-Verbindung uberfuhrt und 

diese einem Ednan-Abbau unterwirft, 
til 

b) Des-Phe -Humaninsulin oder 
Des-Phe®''- 

mit Saure behandelt, oder 

c) eine Verbindung der Formel I, in der X Ala bedeutet, 

mit Carboxypeptidase A behandelt. 

Zur Herstellung der erf indungsgemafien Verbindungen rait 

X = Thr und Y = Asn geht man von Huraaninsulin aus, das 

B1 

25 analog dem DBF 2 005 658 in die entsprechende Des-Phe - 
Verbindung iibergefuhrt wird. 

Zur Herstellung der Verbindung I mit X = OH und Y = Asn 

geht man von Des-Ala^^^-Schweineinsulin aus, hergestellt 

30 z.B. nach Hoppe-Seyler ' s Z.Physiol. Chem. 359 (1978), Seite 

799, durch enzymatische Abspaltung von Ala^^° und spaltet 

Phe^^ analog dem DBF 2 005 658 ab. Man kann die Reihenfolge 

B1 

der Schritte auch utnkehren und zunachst Phe chemisch und 



35 



anschliefiend Ala^^^ enzymatisch abspalten. 

Soli Y = Asp sein, so werden die Ausgangsverbindungen zu- 
nachst in bekannter Weise bei pH 2 - 3 mit wassriger Saure 
behandelt und durch lonenaustauschchromatographie gerei- 
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nigt. Phe bzw. Ala werden sodann wie oben beschrieben 
entf ernt . 

Man kann die Saurebehandlung auch nach Abspalten von Phe^^ 
5 und gegebenenfalls Ala vornehmen. Dies hat den Vorteil, 
dafi bei der Endreinigung durch lonenaustauscherchromatogra- 
phie ein sehr einheitliches Produkt erscheint. Man kommt 
so mit 1-2 Reinigungsoperationen aus, wahrend man beim 
umgekehrten Verfahren meist einen weiteren Reinigungs- 
10 schritt benotigt. 

Die neuen Humaninsulin-Analoga werden zur Behandlung des 
Diabetes mellitus eingesetzt und konnen wegen ihrer sehr 
guten Loslichkeit bei pH 7 - 7.5 auch in der Insulinpumpe 
15 in einer Konzentration von etwa 10 ? verwendet werden. Die 
Dosierung hangt von der Einstellung des Patienten ab und 
entspricht etwa der von Schweineinsulin , kann aber bei 
Patienten mit erhohtem Antikorpertiter wesentlich niedri- 
ger liegen. 

20 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeu- 
tische Zubereitung der Verbindungen der Formel I, enthal- 
tend eine Verbindung der Formel I in geloster Oder amorpher 
Form neben einer Verbindung der Formel I, die jedoch zu- 
25 satzlich Phenylalanin in B1 entha.lt, in kristalliner Form. 

Die neuen Humaninsulin-Analoga konnen natvirlich auch zu- 

sammen mit Verbindungen verwendet werden, die Phe noch 

enthalten. Sie liegen dann in geloster Oder amorpher Form 
B1 

30 vor wahrend die Phe -haltigen Verbindungen kristallin ein- 
gesetzt werden. Zweiphasige Insuline, bei denen rascher 
Wirkungseintritt mit langer Wirkdauer verbunden ist, sind 
an sich bekannt. Sie sind z.B. in der DOS 2^ 59 515 
(HOE 74/F 377) und der DOS 22 56 215 (HOE 72/F 3^8) 

35 beschrieben. Die neuen erf indungsgemafien Zubereitungen 

werden analog den dort fur Schweineinsulin gegebenen Vor- 
schriften hergestellt, Eine andere Zubereitungsf orm, bei 
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der eine Verbindung der Formel I mit Y = Asp in Losung ne- 
ben der entsprechenden mit Y = Asn in kristalliner Form 
vorliegt, ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung. Sie kann 
analog der DOS 28 03 996 hergestellt werden. 

5 

BEISPIELE 

Die Charakterisierung der Zwischen- und Endprodukte erfolg- 
10 te durch Papier- und Gel-Elektrophorese bei pH 2 und 8.3, 
durch Arainosaureanalyse, Dunnschichtchromatographie und 
HPLC in den bekannten Systemen. 

Beispiel 1 ; 

15 

Bl 

Des-Phe -humanlnsulin 



a) 1 g Humaninsulin werden in 70 ml BO-prozentigem, wa&ri- 
gem Dimethylacetamid auf genommen . Man gibt 1.45 g tert.- 

20 Butyloxycarbonylazid und 3.3 ml IN Natriumhydrogencar- 
bonat zu und riihrt 5 Stunden bei 35°C. Dann wird die 
Losung bei hochstens 50*^ C Eadtemperatur eingeengt. Den 
Riickstand verreibt man rait Ether und digeriert ihn mit 
10 ml 2-prozentiger Essigsaure. Ausbeute 9^2 mg 

25 N^^^^-Di-tert .-Butyloxycarbonylinsulin vom Menschen- 



b) Die erhaltene Verbindung wird In.U com 95-prozentigem 
Pyridin gelost. Man gibt 0.03 ccm Phenylisothiocyanat 
zu und riihrt ^ Stunden bei Raumtemperatur . Dann wird im 
30 Vakuum bei hochstens 50°C Eadtemperatur auf ein kleines 
Volumen eingeengt und die Verbindung mit Ather ausge- 
fallt. 

Ausbeute: 830 me N ^^^\n ^^^^^-Di-tert .-Butyloxycarbo- 

B1 ^ 

nyl-N ^ -phenylthioearbamoyl-humaninsulin 

e) 820 mg der nach b) hergestellten Verbindung werden 1 
Stunde in 8,5 ccm Trifluoressigsaure bei Raumtemperatur 



35 
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aufbewahrt. Auf Zusatz von 100 com Sther fallen 725 mg 

Bl 

Des-Phenylalanin -humaninsulin aus, die in bekannter 
Weise bei pH 5,0 bis 5,5 zur Kristallisation gebracht 
werden konnen. 
Phe Ber. 2.00, gef. 2.02 

Beispiel 2 ; 

pes-Phe^^-des Thr^^^-humaninsulin 

a) 1.0 g Des-Ala^'^^-schweineinsulin, hergestellt nach Hop- 
pe-Seyler»s Z.Physiol . Chem. 359 (1978), Seite 799, wer- 
den analog Beispiel la - c umgesetzt. Man erhalt 710. mg 
der Titelverbindung, die durch Chromatographie an einer 
Saule Sephadex G 50 superfein 1 x 100 cm in 1-prozenti- 
ger Essigsaure gereinigt werden kann. 

Ausbeute 623 mg. Kristallisation bei pH 5 A, 
Phe Ber. 2.00, gef. 1.99 

b) 500 mg Des-Phe^^-schweineinsulin, hergestellt analog 
Beispiel 1 aus Schweineinsulin, werden in 100 ml 0.1M 
Ammoniumhydrogencarbonatpuf fer bei pH 8.2 gelost. Man 
gibt 3 mg Carboxypeptidase A zu, halt 15 Stunden bei 
Raumtemperatur und lyophilisiert dann. Zur Entfernung 
von Salzen wird in 1-prozentiger Essigsaure uber eine 
Sephadex G 15-Saule 1 x 50 cm chromatographiert . 

Zur weiteren Reiiiigung wurde in SO-prozentigem Isopro- 
panol ffiit 0.05M Tris-Puffer bei pH 8 und einem NaCl-Gra- 
dienten von 0 bis 0.25M in einer Saule 2.5 x 50 cm 
DEAE-Sephadex A-25 chromatographiert. Das Eluat wurde 
durch Dialyse gegen destilliertes Wasser entsalzt und 
lyophilisiert . 
Ausbeute 275 mg. 

Phe Ber. 2, gef. 1.98; Ala Ber. 1, gef. 1.01 
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Beispiel 3 : 

Des-Phe®^ -/]lsp^^^_7humaninsulin 



5 a) 0.5 g /5sp _7Humaninsulin, hergestellt durch 3-tagiges 
Aufbewahren von Humaninsulin in wassriger Trifluoressig- 
saure bei pH 2, Gefriertrocknen und Reinigung durch 
: Chromatographie an DEAE-Sephadex A-25 analog Beispiel 
2b) werden analog Beispiel la - c) umgesetzt. Man 
10 erhalt nach Chromatographie analog Beipiel 2a) 324 mg 
* der Titelverbindung. 
Phe Ber. 2, gef. 2.02 

Charakterisierung in der Gel-El ektrophorese bei pH 8. 
15 Die Laufstrecke entspricht der von Desamidoinsulin (ge- 
ringf ugige Abweichung durch das fehlende Phenylalanin) . 

b) 0.5 g Des-Phe^^-humaninsulin , hergestellt nach Beispiel 
, 1, werden wie unter a) beschrieben in wafiriger Trifluor- 
20 . essigsaure aufbewahrt und anschlieBend an DEAE-Sephadex 
■ A-25 gereinigt. Man kristallisiert in bekannter Weise 
bei pH 5.0 und erhalt 3^5 mg der Titelverbindung, die 
mit der nach a) hergestellten identisch ist. 

25 Beispiel H : 

Des-Phe^''-deB-Thr^^°-/5sp^^^^7humaninsulin 



0.5 g Des-Phe -des-Thr -humaninsulin, hergestellt nach 
30 Beispiel 2, werden nach Beispiel 3b) mit Saure behandelt 
und gereinigt. 
Ausbeute 3^^ mg 

Phe Ber. 2, gef. 1.99; Ala Ber. 1, gef. 1.02 

35 Weitere Charakterisierung durch Gelelektrophorese bei pH 8 
analog Beispiel 3a) . 
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worin X Thr oder OH und Y Asp oder Asn bedeuten. 
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Verfahren zur Herstellung eines Insulins der Forroel I, 
dadurch gekennzeichnet , dafi man 

a) Humaninsulin 
A21 

Desamido -Humaninsulin 



Des-Ala^^^-Schweineinsulin oder 
Desamido^^^-des-Ala^^^-Schweineinsulin 
in die N "^^^-N ^^^^-Bis-Boc-Verbindung uberfuhrt und 
10 diese einem Edman-Abbau unterwirft, 

B1 

b) Des-Phe -Humaninsulin oder 
Des-Phe^^-des-Ala^^^-Schweineinsulin 

mit Saure behandelt, oder 

c) eine Verbindung der Formel I, in der X Ala bedeutet, 
15 mit Carboxy peptidase A behandelt. 

3. Pharmazeutische Zubereitung enthaltend eine Verbindung 
der Formel I in geloster oder amorpher Form neben 
einer Verbindung der Formel I, die jedoch zusatzlich 
20 Phenylalanin in B1 enthalt, in kristalliner Form. 

^. Pharmazeutische Zubereitung enthaltend eine Verbindung 
der Formel I mit Y = Asparaginsaure in geloster Form 
und eine Verbindung der Formel I mit Y = Asparagin in 
25 kristalliner Form. 
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Patentanspruche OsterrGich ; 



1. Verfahren zur Herstellung eines Insulins der Formel I 
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worin X Thr oder OH und Y Asp oder Asn bedeuten, 
dadurch gekennzeichnet , dafi man 



- 2 - 



0046979 

HOE 80/F 187 



a) Humaninsulm 

A 2 1 

Desamido -Humaninsulin 

Des-Thr^^^-Huraaninsulin 

API B^O 
Desamido -des-Thr .-Humaninsulin 

Des-Ala^^^-Schweineinsulin oder 

Desamido^^^-des-Ala^^^-Schweineinsulin 

in die N '^^''-N ^^^^-Bis-Boc-Verbindung uberfuhrt und 

diese einem Edman-Abbau unterwirft, 

b) Des-Phe^^-Humaninsulin oder 
Des-Phe^^-des-Ala^^^-Schweineinsulin 

mit Saure behandelt, oder 

c) eine Verbindung der Formel I, in der X Ala bedeutet, 
mit Carboxypeptidase A behandelt. 



15 2. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutisehen Zube- 

reitung, dadurch gekennzeichnet , daB man eine Verbindung 
der Formel I in geloster oder amorpher Form mit einer 
Verbindung der Formel I, die jedoch zusatzlich Phenyl- 
alanin in B1 enthalt, in kristalliner Form zusammengibt- 

20 

3. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutisehen Zube- 
reitung, dadurch gekennzeichnet, daS man eine Verbindung 
der Formel I mit Y = Asparaginsaure in geloster Form mit 
einer Verbindung der Formel I mit Y = Asparagin in 
25 kristalliner Form zusammengibt . 
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